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質メディエーターであり、シクロオキシゲナーゼによりアラキドン酸から産生されるプロスタグランジン (PG) H2 を
基質としてプロスタサイクリン合成酵素 (PGIS) により生合成される。 PGIS は分子量約 57kDa の膜蛋白質で、シ








作製したヒト PGIS 組換えウイルスを用い Sf2 1 細胞へ感染後、 5μg/ml ヘマチン含有培地で培養し、末端にタグ
を持たない天然型組換え酵素蛋白質を発現させた。酵素発現細胞 (2X 108 細胞)のミクロソーム画分を調製後、終
濃度 0.5% コール酸ナトリウム、 0.2%ノレブロール PX、 20%グリセロールを含むリン酸緩衝液 (pH 7.5) で酵素を可
溶化した。リン酸カルシウムゲル、 DEAE-セファセル、ヒドロキシアパタイトカラムクロマトグラフィーにより、約
0.2 mg の精製標品を得た。 SDS-ポリアクリルアミド電気泳動及びイムノブロットにより、ほぼ均一標品を得たこと
が確認できた。基質である [1・ 14CJ PGH2 を調製し、酵素と反応後に産生物を薄層クロマトグラフィーで分離し、
バイオイメージアナライザー (BAS2500) を用いて酵素活性を測定した結果、精製酵素の比活性は約 7μmol/minlmg、
PGH2 に対する Km は 30μM、 Vmax は 15μmol/minlmg で、あった。
一次構造上 P450 に属する PGIS の分光光学的性質を検討した結果、 PGH2 の基質アナログで、エンドペルオキシ
- 129 ー
ドのうち、炭素 11 位の酸素原子のみを持つ誘導体 U46619 を用いた吸収差スペクトルは、酸素結合型基質差スベク
トルを示した(吸収極大=407 nm、吸収極小=430 nm) 。一方、炭素 9位の酸素原子のみを有する U44069 では、
Type 1 型差スベクトル(吸収極大=387 nm、吸収極小=432 nm) を示し、本酵素は基質の炭素 11 位の酸素原子を
特異的に認識することが示唆された。 PGIS の反応を阻害する Tranylcypromine を用いた吸収差スペクトルでは、
P450 が阻害剤と結合したときにみられる Typell 型差スペクトル(吸収極大=434nm、吸収極小=412 nm) を示し
た。また酸化型吸収スベクトルは、低スピン型 P450 の特徴を示し(ソーレ一帯=420 11m、 α 帯=570 11m、。帯=
538 nm) 、 EPR スベクトルでも P450 特異的な吸収を示した。しかしながら、一酸化炭素還元型差スベクトルは、
P450 に特徴的な 450nm への吸収ピークの移行を示さず、 418nm に吸収極大を示した。これは、モノオキシゲナー
ゼ活性を持つ P450 とは異なり、酵素反応においてへム鉄の還元が必要でない PGIS の特有の性質と考えられる。一
方、へムの第 5 配位子である 441 残基目のシステインをアラニンに置換した変異型酵素では、酵素活性とへムとの結
合能を失うことが明らかとなった。
〔総括〕
パキュロワイルスー昆虫細胞系でヒト PGIS を発現させ、リン酸カルシウムゲル、 DEAE-セファセル、ヒドロキシ
アパタイトカラムクロマトグラフィーによりほぼ均一に精製し、高い比活性を持つ標品を得た。精製酵素の ESR ス
ベクトルならびに基質アナログや阻害剤との吸収差スベクトルは P450 特有のものであり、基質認識の特異性が認め







質メデイエーターで、シクロオキシゲナーゼによりアラキドン酸から産生されるプロスタグランジン (PG) H2 を基
質としてプロスタサイクリン合成酵素 (PGIS) により生合成される。 PGIS は膜蛋白質で、 P450 に属するへム蛋白
質であるが、ヒト酵素蛋白質の詳細な性質は明らかでない。申請者は、パキュロウイルスー昆虫細胞系で末端にタグ
を持たない天然型のヒト PGIS を発現させ、高い比活性をもっ酵素の精製方法を確立した。精製酵素を用いたスベク
トル解析により、ヒト PGIS は低スピン型 P450 で、基質の炭素 11 位の酸素原子を特異的に認識することを示した。
一方、本酵素は一酸化炭素還元化状態において 450nm 付近に吸収極大を示さず、これは還元反応が関与しない PGIS
がもっ特有の性質であると考えられた。また、 P450 のへム結合サイトとして保存されている Cys441 は、本酵素の
活性ならびにへムの結合/取り込みに重要であることを明らかにした。 PGIS は原発性肺高血圧や閉塞'性動脈硬化症に
対する遺伝子治療として注目されている酵素であり、本論文は、この酵素の構造の特徴と触媒反応の関連を明らかに
していくための基盤となる重要な研究成果として、学位に値するものと考えられる。
